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摘要 :【 目 的] 筛选 出 适合 牧草 盲 赌 Lygus pratensis 在 不 同 条 件 下 稳定 表达 的 内 参 基因 。[【 方 法 ] 选 
取 编 码 牧 草 育 蛙 a- 微 管 蛋 白 .B- 微 管 蛋 白 、 肌 动 蛋白 延伸 因子 、 焉 珀 酸 脱 氨 酶 复合 体 A、 泛 素 、 转 录 
起 始 因子 TFIID 亚 基 、 谷 胱 甘 肽 S- 转 移 酶 .核糖 体 蛋 白 L32 及 TATA 爹 结 合 蛋白 的 10 条 基因 为 候 
选 内 参 基因 ,采用 qRT-PCR 技术 测定 其 在 牧草 育 旺 不同 性别 成 虫 \ 成 下 不 同 组 织 \ 不 同龄 期 \ 对 功 
AKERRA, 不同 温度 及 不 同 杀 虫 剂 分 别处 理 后 的 成 虫 共 6 类 样品 中 的 表达 量 ;采用 
BestKeeper, geNorm, NormFinder 及 RefFinder 4 种 计算 程序 对 各 候选 基因 的 表达 稳定 性 进行 评价 。 
【 结果】 依据 获得 的 有 效 qRT-PCR 数据 前 提 ,， 利 用 不 同 计算 方法 综合 分 析 得 出 :在 牧草 盲 蠕 成忠 不 
同 组 织 中 和 对 功夫 菊 酯 不 同 抗 性 成 虫 中 最 稳定 表达 的 内 参 基因 均 为 RP1L32; 不 同 温度 处 理 、 不 同性 
别 成 求 中 不 同 杀 虫 剂 处 理 和 不 同龄 期 牧草 育 晴 中 最 稳定 表达 的 内 参 基 因 分别 为 UBQ, SDHA, p- 
tubulin 和 TAF, ìt geNorm 软件 判断 配对 变异 数 确 定 的 内 参 基 因 最 佳 数 目 , 结 合 RefFinder 对 基 
因 表 达 稳 定性 综合 排序 的 结果 可 得 :牧草 讶 赌 不 同 成 虫 组 织 中 不 同性 别 成 虫 中 不 同龄 期 \ 对 功夫 
菊 酯 不 同 抗 性 成 虫 中 、 不 同 温度 及 杀 虫 剂 分 别处 理 的 成 虫 等 各 组 的 最 优 内 参 基 因 组 合 分 别 为 
RPL32 + TAF, SDHA + GST, TAF + GST + UBQ, RPL32 + GST, UBQ + ACT + B-tubulin 和 8-tubulin + 
TAF + RPL32。[【 结论 ] 本 研究 获得 的 牧草 讶 赌 在 不 同 条 件 下 表达 最 稳定 及 最 适 内 参 基因 组 合 ,都 
可 用 于 后 续 的 基因 定量 表达 研究 。 
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Abstract: [ Aim] To screen out the most stably expressed reference genes in Lygus pratensis under 
specific conditions. [Methods ] qRT-PCR was adopted to determine expression levels of 10 candidate 
reference genes including alpha-tubulin, beta-tubulin, actin, elongation factor, succinate 
dehydrogenase, ubiquitin, transcription initiation factor TFIID subunit, glutathione S-transferase, 
ribosomal protein L32, and TATA-box binding protein genes in six categories of samples of L. pratensis 


including different sex adults, different adult tissues, different developmental stages, adults with different 
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lambda-cyhalothrin resistance, and adults respectively exposed to different temperatures and different 
insecticides. BestKeeper, geNorm, NormFinder and RefFinder were adopted to analyze the mRNA 
expression stability of the candidate reference genes. [Results] According to the results of different 
analysis methods based on the effective qRT-PCR data, it was concluded that the most stably expressed 
reference gene was RPL32 for different adult tissues and adults of L. pratensis with different lambda- 
cyhalothrin resistance. The most stably expressed reference genes for the groups of adults exposed to 
different temperatures, different sex adults, adults exposed to different insecticides and different 
developmental stages were UBQ, SDHA, B-tubulin and TAF , respectively. Based on the comprehensive 
analysis from geNorm and RefFinder calculation, the best combinations of stably expressed reference 
genes for the groups of different adult tissues, different sex adults, different developmental stages, adults 
with different lambda-cyhalothrin resistance, and adults exposed to different temperatures and different 
insecticides were RPL32 + TAF, SDHA + GST, TAF + GST + UBQ, RPL32 + GST, UBQ + ACT + B-tubulin 
and B-tubulin + TAF  RPL32 , respectively. [Conclusions] All the most stably expressed reference genes 
and their best combinations obtained from this study could be acceptable as reference genes for gene 
expression analysis in L. pratensis for future studies. 


Key words: Lygus pratensis; qRT-PCR ; reference gene; gene expression analysis; expression stability 








牧草 育 晴 Lygus pratensis , 8i E38 H (Hemiptera) 
AIA RF (Miridae) Fi 88 XE BF ( Mirinae) ( E f SF, 
2016) , JU ERIE TK, EX NAE .蔬菜 等 作物 ( 孙 
ES, 2017) 。 在 我 国 西北 地 区 , Hone Eté d: ROS 
棉花 和 首 蒂 等 经 济 作 物 (Zhang et al., 2017) ,严重 
影响 植株 的 正常 发 育 ,造成 作物 产量 和 品质 的 下 降 
( 杨 明 超 和 杨涛 , 2001) 。 由 于 其 隐蔽 危害 的 特性 ， 
防治 极 容易 被 忽视 。 近 年 来 , 随 着 北方 农 牧 交 错 地 
区 紫花 首 突 的 集约 种 植 ,及 西北 地 区 棉花 品种 的 更 
新 换代 ,牧草 育 暑 在 田间 的 发 生 趋势 加 重 ,也 越 来 越 
受到 植保 界 的 关注 ( 张 孝 峰 , 2014; 谭 瑶 等 , 2015) 。 
牧草 育 暑 在 欧洲 北非 、 中 东 、 印 度 北部 、 中 国 和 西伯 
利 亚 都 有 发 现 (Zhang et al., 2017)。 但 在 我 国 , 牧 
草 育 晴 的 研究 相对 较 少 ,多 集中 于 牧草 育 晴 的 生物 
学 特性 研究 。 因 此 ,了 解 牧草 盲 晴 生理 及 行为 的 分 
子 机 制 有 助 于 制定 科学 合理 的 防 挖 技术。 

实时 荧光 定量 PCR (quantitative real-time PCR, 
qRT-PCR) 技 术 是 一 种 快速 高 效 、 易 重复 , 且 具 有 高 
度 灵 敏 性 和 准确 性 的 核酸 定量 测定 技术 ,是 植物 学 、 
动物 学 .农学 食品 安全 等 科研 领域 中 人 研究 基因 表达 
水 平 的 重要 手段 ( 王 光 华 等 , 2008; 朱 捷 等 ，2009; 
Li et al., 2013) 。 在 进行 qRT-PCR 过 程 中 ,为 确保 
定量 结果 的 准确 性 ,实现 对 不 同样 品 的 归 一 化 及 校 
正 ,引入 内 参 基 因 不 可 或 缺 (Lu et al., 2013; Taylor 
et al., 2016; Dzaki et al., 2017) 。 内 参 基 因 通 常 选 
自持 家 基因 ,持家 基因 常 具 备 不 受 外 界 因素 影响 , 表 
达 稳 定 的 特点 ( 张 玉 务 等 , 2014) 。 近 年 来 的 研究 证 






























































明 ,持家 基因 在 不 同 条 件 下 的 表达 并 非 绝对 稳定 ,而 
是 在 一 定 范 围 内 的 恒定 (Cutierrez et al., 2008; Van 
Hiel et al., 2009; Tan et al., 2017; Lü et al., 2018 ) 。 
因此 ,在 不 同 条 件 下 应 先 确定 其 内 参 基因 的 稳定 性 ， 
选取 最 适 的 内 参 基 因 进 行 实验 分 析 , 开 展 筛 选 稳定 
表达 的 内 参 基 因 工 作 十 分 必要 。 为 了 针对 牧草 言 晴 
开展 后 续 的 基因 表达 和 功能 研究 ,本 研究 基于 转录 
组 测序 鉴定 出 a- 微 管 蛋白 (Alpha-tubulin) 基因 a- 
tubulin、B- 微 管 蛋 白 ( Beta-tubulin ) 基因 B-twbulin、 肌 
动 蛋 白 (Actin) 基因 ACT , 延伸 因子 ( elongation 
factor) 基因 EF , 3E AR fio mE UK A (succinate 
dehydrogenase) 基因 SDHA , i? 3& ( ubiquitin ) 基 
UBQ 转录 起 始 因子 TFIID 亚 基 基 因 TAF | EE RE 
S- 转 移 酶 (glutathione S-transferase ) 基因 GST. Ez Ji 
体 蛋 白 L32 (ribosomal protein L32) 基因 RPL32 及 
TATA 盒 结 合 和 蛋白 (TATA-box binding protein ) 基 
TATA-box 10 条 持家 基因 ,并 在 不 同 条 件 下 对 其 表达 
稳定 性 进行 了 分 析 ,为 以 后 在 对 牧草 盲 晴 相关 基 
表达 水 平 的 研究 中 提供 参考 。 























1 材料 与 方法 
1.1 ftd 
2016 年 4 月 下 旬 在 内 蒙古 呼和浩特 市 和 林 县 
沙 尔 沁 乡 中 国 农业 科学 院 草原 研究 所 首 著 种植 基 地 
扫 网 捕获 牧草 言 晴 ,用 新 鲜 四 季 豆 在 人 工 气候 箱 中 
连续 饲养 ,饲养 条 件 为 :温度 25 + UC ,相对 湿度 : 
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50% +10% , 光 周 期 16L: 8D( 贾 冰 等 , 2018 ) 。 分 别 
收集 牧草 盲 晴 3 日 龄 成 虫 头 M .上 腹 作为 不 同 组 织 样 
品 。 收 集 牧 划 盲 晴 3 日 龄 成 虫 ,分 别 于 15, 18, 21, 
24, 27 和 30% 处理 2 h 后 , 置 于 液 氮 中 。 分 别 收集 
牧草 育 晴 3 日 龄 峻 、 雄 成 虫 。 收 集 牧 草 育 晴 3 BAS 
成 虫 ,分 别 使 用 0. 39 umol/L 吡虫啉 .0. 12 pmol/L 
阿 维 菌 素 .0.34 umol L 3E ft E .0. 22 umol L 功夫 
菊 酯 及 0.52 pmol/L 灭 多 威 ,采用 玻璃 管 药 膜 法 处 
理 成 虫 1 h, 以 作为 不 同 杀 虫 剂 处 理 样 品 。 分 别 收集 
Wl d 的 牧草 育 晴 1 -5 龄 奋 虫 和 3 Hity du E 
为 不 同龄 期 样品 。 参 考 室内 抗 药性 筛选 的 方法 报道 
(Zhang et al., 2007) ,将 羽化 3 日 龄 成 虫 用 能 杀 死 
种 群 60% 的 功夫 菊 酯 进行 处 理 ,24 h 后 存活 的 个 体 
进行 继 代 饲养 LESS VALVE SEHE DG 14 代 ,选取 敏感 品 
系 S, 抗 性 品系 R6 和 R14 作为 不 同 抗 性 成 虫 样品 。 

实验 中 每 个 处 理 取 3 个 重复 ,每 个 重复 20 头 试 
虫 , 并 将 所 有 样品 置 于 液 氮 中 冻 存 ,储存 于 -80C F 
用 于 总 RNA 提取 。 
1.2 主要 试剂 与 仪器 

按 TaKaRa Mini RNA 提取 试剂 盒 (TaKaRa, 大 
XE) 的 要 求 提取 总 RNA, 高 质量 的 RNA fè 
PrimeScript 1st Strand cDNA 合成 试剂 盒 (TaKaRa， 
大 连 ) 提供 的 说 明 书 进行 cDNA 第 1 链 的 合成 ， 
PrimeScript RT Reagent Kit with gDNA Eraser 
( Perfect Real-time ) 和 Ex-Taq DNA 聚合 酶 均 购 自 
TaKaRa 公司 。 实 验 中 超 微 量 紫外 分 光 光 度 计 
( NanoPhotometer P-Class 6453, Impien GmbH, 
Munich, 德国 ) 用 于 测定 核酸 纯度 和 浓度 , PCR 仪 
(BIO-RAD T100 Thermal Cycler, Bio-RAD, 美国 )、 
荧光 定量 PCR {X ( FTC-3000P Real-Time Quantitative 


























PUCE EP ae dp FP ZR PE FEE] oc-tubulin , 
B-tubulin, ACT, EF, SDHA, UBQ, TAF, GST, 
RPL32 和 TATA-box 作为 候选 内 参 基 因 ,采用 Primer 
5.0 软件 设计 RT-PCR 特异 性 引物 ,经 PCR 扩 增 获 
得 特异 性 条 带 后 ,对 其 进行 克隆 测序 和 比 对 ,以 确 
定 准 确 的 候选 内 参 基 因 序 列 。 采 用 Primer 3.0 在线 
软件 设计 qRT-PCR 引物 ,以 1.3 节 提 取 的 cDNA 10 
倍 浓度 梯度 稀释 后 为 模板 ,通过 qRT-PCR 仪 绘制 每 
对 引物 的 溶解 曲线 与 梯度 浓度 扩 增 的 标准 曲线 ,以 
检测 每 对 引物 的 扩 增 特异 性 、 扩 增 效率 及 标准 曲线 
的 决定 系数 请 ( 表 1)。 
1.5 qRT-PCR 检测 内 参 基因 的 表达 量 

利用 1.3 WERK cDNA 作为 模板 进行 qRT- 
PCR, PCR 反应 体系 (10 uL); 98 6 3 BE GoTaq? 
qPCR Master Mix 5 uL, Nuclease-free Water 3. 6 uL, 
上 下 游 引物 (10 mol/L) 4 0.2 uL, cDNA 样品 
(0.1 ug/guL)1 uL, PCR 反应 条 件 : 95C 10 min; 
95*C 15 s, 60%C 1 min, 4 40 个 循环 ;最 后 在 94°C 
30 s, 60C 90 s 和 94%C 10 s 条件 下 分 析 熔 解 曲 线 以 
确认 引物 的 特异 性 。 各 样品 设 3 个 生物 学 重复 和 3 
次 技术 重复 。 
1.6 数据 分 析 

利用 所 有 生物 学 重复 qRT-PCR 实验 得 到 Ct 值 
计算 基因 Ct 平均 值 ,根据 得 到 的 每 个 基因 的 Ct 平 
均值 进行 下 一 步 分 析 。 应 用 BestKeeper, geNorm 和 
NormFinder 评估 10 条 内 参 基 因 的 稳定 性。 
BestKeeper 是 以 获得 每 个 基因 之 间 产 生 配 对 的 相关 
系数 (7) .标准 差 (SD) 和 变异 系数 (CV) 来 评定 基因 
的 稳定 性 ,相关 系数 越 大 、 标 准 差 和 变异 系数 越 小 ， 
内 参 基因 越 稳定 ;反之 ,稳定 性 越 差 。geNorm 程序 







































































Thermal Cycler, Funglyn Biotech, 加拿大 ) 分 别 用 于 
基因 扩 增 和 定量 扩 增 等 。 
1.3 "EHE RNA 提取 及 cDNA 的 合成 

取 1.1 节 牧 草 谋 晴 各 样品 (成 虫 样品 取 3 头 、\ 不 
同龄 期 若虫 取 20 mg) ,充分 研磨 后 严格 按照 
TaKaRa Mini RNA 试剂 盒 说 明 书 提取 总 RNA ,琼脂 
糖 凝 胶 电泳 检测 其 完整 性 ,微量 分 光 光 度 计 测 定 样 
品 浓度 与 纯度 ,并 按照 PrimeScript RT Reagent Kit 
with gDNA Eraser 试剂 盒 说 明 书 进行 反 转 录 , 合 成 
cDNA 28 1 链 ,并 在 -20Y 条件 下 储存 ,用 于 后 续 
qRT-PCR 检测 。 
1.4 内 参 基因 的 选择 .鉴定 与 引物 设计 

参考 常用 昆虫 内 参 基 因 ( 杨 顺义 等 , 2013; XE 
佳 等 , 2014; 张 玉 芳 等 , 2014; 张 家 炜 等 , 2018) , 选 








通过 计算 出 每 个 内 参 基 因 稳 定性 的 M 值 来 筛选 出 
稳定 性 较 好 的 内 参 基因 ,判定 标准 为 M 值 越 小 内 参 
基因 越 稳 定 , 反 之 , 则 稳定 性 越 差 。 还 可 通过 
geNorm 计算 配对 变异 V 值 ,通过 Vn/ Vn +1 确定 所 
需 内 参 基 因 的 最 适 数目 。 如 果 Vn/Vn +1 >0.15, 则 
需 加 入 1 个 新 的 内 参 基 因 , 如 果 Vn/Vn +1 «0.15, 
维持 原 有 的 内 参 基 因数 目 , 而 0.15 则 作为 是 否 加 入 
新 内 参 基 因 的 临界 值 (Liang et al., 2014; Tan et al., 
2017), NormFinder 的 计算 原理 与 geNorm 相似 ,也 
是 先 获得 内 参 基因 表达 稳定 值 ,再 根据 稳定 值 第 选 
出 最 适 的 内 参 基 因 ,稳定 值 越 小 则 越 稳定 。 最 后 利 
用 在 线 软件 RefFinder 对 上 述 3 种 方法 分 析 得 到 的 
稳定 性 进行 综合 分 析 , 求 几何 平均 值 ,最 终 得 到 综合 
排名 指数 。 
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X1 qRT-PCR 引物 信息 
Table 1 Primer information for qRT-PCR 
> a 扩 增 效率 ( % ) HERR 
基因 引物 序列 (5' -37) 产物 长 度 (bp) Tm EET ns 斜率 
Amplification Determination 
Gene Primer sequence Product size (©) : Slope 
efficiency coefficient 
F: CGGTCATTTGCTCGTGGTAG 
a-tubulin 245 60 111.53 0.9957 -3.074 
R: CGAGGCCATCTACGACATCT 
F: GCCGAATCCAACATGAACGA 
p-tubulin 159 60 96.46 0.9981 -3.410 
R: AATTGCAGACTTGGCGTTGT 
F: TCAGATCTTCGGGGTCCAAC 
ACT 239 60 107.05 0. 9988 -3.164 
R: AGGTCTTCTTCTCTGGTGCC 
F: ATTGCCACACTGCTCACATC 
EF 234 60 101.53 1. 0000 -3.286 
R: GTCTGTCTCATCTCACGCAC 
F: AGTACGGAAAGGGTGGTCAG 
SDHA 228 60 96.92 0.9992 -3.398 
R: TTTTGGCTCTGAACCTGTGC 
F: CCAACGAGTCTTTGTCTGCC 
UBQ 198 60 94. 89 0.9789 -3.451 
R: TGGCAGAAGGTCAGGAGAAG 
F: TGTAGCGGGCTGACACTTTA 
TAF 156 60 90. 67 0. 9973 -3.568 
R: GCGCTTGGAGTTCACAGTAG 
F: TGATCGTCACTGGCTCGTAA 
GST 192 60 107.71 0. 9966 -3.150 
R: CAGTCAGTTGGGCAGGGATA 
F: ACCACTCGTTTGCCATTGAC 
RPL32 237 60 99.24 0.9998 -3.340 
R: CTGGAAACCACTAGTCCCCA 
F: CATCCATCCAAGTCCAAGCG 
TATA-box 153 60 97.96 0. 9982 -3.372 
R: TCCACATCGTTCACACTGGA 
时 ,都 可 以 作为 相对 定量 的 内 参 基因 来 使 用 ( 李 晓 
2 结果 等 , 2018) 。BestKeeper 软件 根据 Ct 值 的 标准 差 来 


2.1 候选 内 参 基 因 的 表达 谱 

以 牧草 育 晴 cDNA 按 10 倍 浓 度 进行 梯度 稀释 
后 为 模板 ,通过 标准 曲线 的 绘制 得 出 引物 的 扩 增 效 
率 为 90.67% ~111.52% , 除 UBQ 外 ,相关 系数 R 
值 均 高 于 99.50% ,说 明 标 准 曲线 线性 关系 良好 ( 表 
1) 。 候 选 内 参 基 因 引 物 扩 增 的 熔 解 曲线 大 都 只 有 了 明 
显 的 单一 峰 , 说 明 所 用 引物 特异 性 较 好 。 内 参 基因 的 
表达 丰 度 是 内 参 基因 的 首要 筛选 条 件 , 由 本 研究 中 6 
类 样品 中 各 候选 内 参 基因 Ct 值 变化 情况 ( 表 2; 图 
1) 可 知 :E&F 基因 的 表达 让 度 (Ct 值 ) 最 大 , GST 和 
TATA-box 的 表达 丰 度 (Ct 值 ) 相 对 最 低 ,所 有 10 条 候 
选 基因 Ct 值 中 位 数 都 处 于 15 ~25 之 间 ( 图 1)。Ct 
值 变 异 大 小 也 是 内 参 基因 的 重要 筛选 条 件 ,图 1 结 
显示 Ct 值 差异 由 大 到 小 依次 为 :TATA-box(24. 92) > 
GST(24. 83) > TAF (24. 13) > a-tubulin (22. 04) > 
RPL32(21. 93) > UBQ(21. 30) > ACT (21.04) > 
SDHA (20.08) >B-tubulin(19. 85) > EF(15.57) 。 
2.2 应 用 BestKeeper 软件 分 析 候 选 内 参 基因 的 表 
通常 BestKeeper 分 析 所 得 的 基因 SD 值 小 于 1 































































































分 析 基 因 的 稳定 性 ,由 结果 可 以 看 出 ,不 同 成 虫 组 织 
中 最 稳定 表达 的 基因 为 RP132 , 除 ACT, SDHA 和 a- 
tubulin 外 ,其 他 候选 基因 的 SD 值 <1; 不 同 温度 处 
理 组 ,最 稳定 表达 的 基因 为 UBQ ,该 组 均 为 SD > 1; 
不 同性 别 成 虫 中 最 稳定 表达 的 基因 为 74F, 除 ACT 
和 TATA-box 外 ,其 他 候选 基因 均 为 SD <1; 不 同 杀 
虫 剂 处 理 组 相对 表达 最 稳定 的 基因 为 RPL32 ,SD > 
1; 不 同龄 期 组 最 稳定 表达 的 基因 为 4C7 ,该 组 均 为 
SD >1; 而 功夫 菊 酯 抗 性 组 中 最 稳定 表达 的 基因 为 
RPL32 ,该 组 所 有 基因 均 为 SD <1( 表 3 和 6) 。 
2.3 应 用 geNorm 软件 分 析 候 选 内 参 基因 的 表达 
应 用 geNorm 分 析 , 一 般 M 值 越 小 表达 越 稳定 
(Tan et al., 2017 ) 。 结 果 表 明 ,成 虫 不 同 组 织 中 M 
[EHHE FF. Jy: ACT > SDHA > a-tubulin > GST > TATA- 
box > B-tubulin > UBQ > EF > RPL32 > TAF ; ^» [n] ii EE 
处 理 组 M 值 排 序 为 : EF > a-tubulin > TATA-box > 
GST > TAF > RPL32 > SDHA > B-tubulin > ACT > UBQ; 
不 同性 别 成 虫 组 M 值 排序 为 : TATA-box > ACT > 
UBQ > a-tubulin > B-tubulin > RPL32 > TAF > GST > 
EF > SDHA ;不 同 杀 虫 剂 处 理 组 M 值 排序 为 : 
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表 2， 不 同样 品 或 处 理 下 牧草 盲 晴 各 候选 内 参 基因 的 Ct 值 ( 平均 值 上 标准 差 ) 
Table2 Ct values ( mean + SD) of candidate reference genes of Lygus pratensis in 
different samples or under different treatments 
基因 组 织 — Mesi 杀 虫 剂 处 理 iem hcec 
"ui P nporetire Sat Insecticide Developmental baa 
treatment stage resistance 

ACT 19.37 x 1.43 22.63 £2.15 19.52 €1.37 18.41 +2.62 27.72 +3.35 19.62 +0.85 
EF 14.70 +0.72 18.81 +2.49 14.49 +0.48 15.39 +2.46 22.66 +3.95 15.47 +0.36 
a-tubulin 21.06 +1.24 25.10 +2.76 20.13 x1. 11 21.50 +3.40 25.54 +3.57 21.69 +1.04 
p-tubulin 19.03 +1.04 22.15 +1.99 19.02 +0.48 18.46 +2.32 25.52 +3.39 19.01 +0.67 
GST 24.31 +0.63 27.24 +2.12 24.17 +0.52 24.73 +2.73 31.20 +3.38 23.86 +0.23 
RPL32 21.67 +0.54 23.24 € 1.69 21.00 +0.58 22.12 +1.85 30.16 +4.46 21.03 x0. 11 
TATA-box 24.52 +0.75 26.32 +1.88 23.23 +1.16 26.46 +2.26 32.82 +4.92 23.41 x0. 72 
TAF 23.69 +0.51 25.52 +1.64 23.09 x 0.40 24.43 +2.17 30.71 +3.48 22.84 x 0.39 
UBQ 20.92 x 0.60 21.69 € 1.42 19.86 +1.10 21.47 +2.36 29.776 +4.08 20.51 x0.49 
SDHA 18.26 +1.63 21.61 +2.19 18.29 +0.42 19.60 +2.12 28.05 +4.62 19.53 +0.56 


组 织 : REA f] Head, thorax, abdomen of adult; 温度 : 15, 18, 21, 24, 27 和 30% 分 别处 理 2h 的 成 虫 A 
and 30%C for 2 h, respectively; 5l] : 雌 、 雄 成 虫 Female and male adults; 杀 虫 剂 处 





ults exposed to 15, 18, 21, 24, 27 
A A 0.34 











理 : 分 别 用 0.39 pmol/L 吡虫啉 、0.12 pmol/L 阿 维 








AR 








umol/L ERE 0.22 pmol/L 功夫 菊 酯 及 0.52 pmol/L 灭 多 威 处 理 1 bh 的 成 虫 Adults exposed to 0.39 pmol/L imidacloprid, 0. 12 pmol/L 


abamectin , 0.34 jumol/L phoxim, 0.22 pmol/L 
成 虫 1st — 5th instar nymph and 3-day old adult; 























ambda-cyhalothrin and 0.52 jumol/L methomyl for 1 h, respec 


























ively; 龄 期 : 1 -5 龄 期 若虫 及 3 日 龄 




















功夫 菊 酯 抗 性 : 将 羽化 3 日 龄 成 虫 用 能 杀 死 种 群 60% 的 功夫 菊 酯 进行 处 理 ,24 h 后 存活 的 个 体 
进行 继 代 饲养 ,在 室内 连续 筛选 14 代 , 选取 敏感 品系 $, 抗 性 品系 R6 和 R14. The 3-day old adults were exposed to lambda-cyha 





othrin at a 


concentration which can cause 60% mortality of population, the survived ones after 24 h were kept consecutively and selected after 14 generations. The 


susceptible strain S, and the resistant strains ( R6, R14) of L. pratensi were chosen for experiments. 下 同 The same below. 


40 
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相对 表达 水 平 (Ct 值 ) 
Relative expression level (Ct value) 
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Fig. 1 
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不 同样 品 或 处 理 下 牧草 育 晴 各 候选 内 参 基因 的 表达 水 


Expression levels of candidate reference genes in Lygus pratensis in different samples 





RPL32 TATA-box TAF UBQ | SDHA 


RN 


or under different treatments 








牧草 言 晴 候 选 内 参 基因 表达 水 平 
数 ,中 重 线 的 上 下 限 分 别 为 最 大 值 和 最 小 














由 不 同样 品 (处 理 ) ( 见 表 2) 下 的 原始 Ct 值 表示 。 箱 型 上 下 线 分 别 为 上 


四 分 位 数 和 下 四 分 位 数 ,中 线 为 中 位 





值 。The expression level was shown in terms of the raw cycle threshold number ( Ct value) of the candidate 


reference genes of L. pratensis in different samples or under different treatment conditions ( see Table 2). The box represents the values between the 25th 





and 75th percentiles, the line in the box in 


a-tubulin > UBQ > SDHA > TATA-box > RPL32 > GST > 


TAF » ACT > f8-tubulin > EFF; 不 同龄 期 组 M 值 排序 
X :a-tubulin > TATA-box > EF > ACT > B-tubulin > 


icates the median value, and the whisker caps denote the minimal to maximal value. 


2.4 应 用 NormFinder 软件 分 析 候 选 内 参 基因 的 
经 NormFinder 软件 分 析 可 以 看 出 ,牧草 育 晴 不 





RP132 > SDHA > GST > TAF > 0BO; 不 同 功夫 菊 酯 搞 
性 成 虫 组 M 值 排序 为 : a-tubulin > SDHA > TATA- 
box > ACT > UBQ > B-tubulin > TAF > EF > RPL32 > 
GST( 表 4 和 6)。 


同样 品 或 在 不 同 处 理 下 ,最 稳定 表达 的 基因 均 不 相 
同 。 在 不 同 成 虫 组 织 中 \ 不 同 温度 处 理 组 ,不 同性 别 
成 虫 中 不同 杀 虫 剂 处 理 成 虫 中 \ 不 同龄 期 组 ,不 同 功 
夫 菊 酯 抗 性 成 虫 中 ,最 稳定 表达 的 基因 分 别 为 RPL32， 
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zx 3  BestKeeper 计算 候选 内 参 基因 在 牧草 言 晴 不 同样 品 或 处 理 下 的 表达 稳定 性 (SD+[CP]) 
Table 3 Expression stability (SD +[CP]) of candidate reference genes in Lygus pratensis in 


different samples or under different treatments calculated by BestKeeper 














基因 组 织 温度 pu. Cr E A, 
a e n wi Insecticide Developmental Lambda-cyhalothrin 
treatment stage resistance 

ACT 1.24 1.58 1.17 2.46 2.44 0.75 

EF 0.63 2.05 0.40 2.30 3.07 0.30 
a-tubulin 1.01 1.97 0.97 3.07 3.18 0.98 
B-tubulin 0.93 1.51 0.42 2.18 2.48 0.62 

GST 0.56 1.54 0.37 233 2.25 0.21 
RPI32 0.43 1.29 0.41 1.68 3.26 0.08 
TATA-box 0.69 1.68 1.07 2.10 3.49 0.61 

TAF 0.44 1.34 0.33 2.06 2.50 0.34 

UBQ 0.49 1.08 0.94 2.00 2.99 0.46 
SDHA 1.48 1.83 0.39 1.88 3.37 0.48 


表 4 geNorm 计算 候选 内 参 基因 在 牧草 盲 晴 不 同样 品 或 处 理 下 的 表达 稳定 性 (MD) 
Table 4 Expression stability (M) of candidate reference genes in Lygus pratensis in 


different samples or under different treatments calculated by geNorm 











T" m - 性 别 — Adm 龄 期 DRAHE 
ERI ^il MM d Insecticide Developmental Lambda-cyhalothrin 
treatment stage resistance 
ACT 1.931 2.182 1.430 1.103 4.095 0.876 
EF 0.999 2.824 0. 800 0.995 4.235 0.640 
a-tubulin 1.418 25:535 1.107 1.631 5.267 1.164 
B-tubulin 1.163 2.236 0.992 1.004 4.027 0.750 
GST 1.293 2.471 0. 808 1.139 3.385 0.621 
RPL32 0.974 2.316 0.879 1.173 3.621 0.621 
TATA-box 1.214 2.483 1.743 1.276 4.322 1.006 
TAF 0.949 2.342 0.843 1.114 3.333 0.659 
UBQ 1.161 2.104 1.172 1.565 3.315 0. 870 
SDHA 1.686 2.286 0.799 1.413 3.494 1.021 


表 5  NormFinder 计算 候选 内 参 基因 在 牧草 盲 晴 不 同样 品 或 处 理 下 的 表达 稳定 性 
Table 5 Expression stability of candidate reference genes in Lygus pratensis in different samples or 


under different treatments calculated by NormFinder 














基因 aun 温度 ae SAE i Pa 
id bar "AT s Insecticide Developmental Lambda-cyhalothrin 
treatment stage resistance 

ACT 1.250 0.947 0.666 0.574 2.363 0.460 

EF 0.271 1.755 0.209 1.387 2.426 0.113 
a-tubulin 0. 823 1.425 0. 707 1.237 3.184 0. 734 
p-tubulin 0.564 1.039 0.452 0.144 2.2776 0. 293 

GST 0.643 1.410 0.087 0.384 1.348 0.139 
RPI32 0.158 1.151 0.372 0.630 1.822 0.134 
TATA-box 0. 523 1.293 1.157 0. 860 2.630 0.622 

TAF 0.180 1.204 0.128 0.407 1.301 0.197 

UBQ 0.471 0.879 0.822 1.204 1.349 0.479 
SDHA 1.034 1.146 0.087 0.789 1. 606 0.588 
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表 6 不 同样 品 或 处 理 下 牧草 盲 晴 候选 内 参 基因 表达 稳定 性 排名 
Table 6 Expression stability ranking of candidate reference genes in Lygus pratensis 
in different samples or under different treatments 






































SH P odd a BestKeeper geNorm NormFinder 
2H 2H Tissue ACT 9 10 10 
EF 5 3 3 
a-tubulin 8 8 8 
-tubulin 7 5 6 
GST 4 7 7 
RPL32 1 2 1 
TATA-box 6 6 5 
TAF 2 1 2 
UBQ 3 4 4 
SDHA 10 9 9 
功夫 菊 酯 抗 性 ACT 9 7 6 
Lambda-cyhalothrin EF 3 3 1 
resistance a-tubulin 10 10 10 
p-tubulin 8 9 5 
GST 2 1 3 
RPL32 1 2 2 
TATA-box 7 8 9 
TAF 4 4 4 
UBQ 5 6 7 
SDHA 6 9 8 
温度 ACT 6 2 2 
Temperature EF 10 10 10 
a-tubulin 9 9 9 
-tubulin 4 3 3 
GST 5 7 8 
RPL32 2 5 5 
TATA-box 7 8 vj 
TAF 3 6 6 
UBQ 1 1 1 
SDHA 8 4 4 
性 别 Sex ACT 10 9 7 
EF 4 2 4 
a-tubulin 8 7 8 
-tubulin 6 6 6 
GST 2 3 1 
RPL32 5 5 5 
TATA-box 9 10 10 
TAF 1 4 3 
UBQ 7 8 9 
SDHA 3 1 
杀 虫 剂 处 理 ACT 8 3 4 
Insecticide EF 7 1 10 
treatment a-tubulin 10 10 9 
p-tubulin 6 2 1 
GST 9 5 2 
RPL32 1 6 5 
TATA-box 5 7 7 
TAF 4 4 3 
UBQ 3 9 8 
SDHA 2 8 6 
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续 表 6 Table 6 continued 




















Eu S ass M" BestKeeper geNorm NormFinder 
龄 其 ACT 1 7 7 
Developmental EF 6 8 8 
stage a-tubulin 7 10 10 
p-tubulin 2 6 6 
GST 4 3 2 
RPL32 8 5 5 
TATA-box 10 9 9 
TAF 3 2 1 
UBQ 5 1 3 
SDHA 9 4 4 

UBQ, GST, B-tubulin, TAF 和 EF( 表 5 和 6)。 次 为 : RPL32 > TAF > EF > UBQ > TATA-box > B- 


2.5 应 用 RefFinder 分 析 候 选 内 参 基因 的 表达 稳 tubulin > GST > a-tubulin > SDHA > ACT( 图 2. A); 对 
定性 功夫 菊 酯 不 同 抗 性 组 其 表达 稳定 性 排序 为 :RPL32 > 

一 般 RefFinder 分 析 值 越 低 ,表达 越 稳定 。 在 牧 GST > EF > TAF > B-tubulin > UBQ > ACT > SDHA > 
草 育 岸 成 虫 不 同 组 织 中 内 参 基因 表达 稳定 性 排序 依 。 ”7T474-box > a-tubulin( 图 2: B); 牧草 育 晴 成 虫 在 不 


表达 稳定 性 排名 


oDLDram%w SF 
Expression stability ranking 
on & o o» 5 


表达 稳定 性 排名 
Expression stability ranking 


RPL32 TAF EF UBQ TATA- B- GST œ- SDHA ACT 
box tubulin tubulin 


RPL32 GST EF TAF  p- 


UBQ ACT SDHA TATA- a- 


tubulin box tubulin 


æ C æ D 
S S 
A 10 之 10 
XE g NJE g 
SEE am om 
XU: 6 SUE 6 
RE RE 
wE 4 Ée 4 
b: S bi S 
e [s 
x um. ^q à 2 
TR S ARE 
o D 
总 名 
$0 gU 
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2 RefFinde 软件 计算 牧草 言 晴 候选 内 参 基 因 的 表达 稳定 性 
Fig. 2 Expression stability of the candidate reference genes in Lygus pratensis calculated by RefFinder 





A: 成 虫 不 同 组 织 Different adult tissues; B: 对 功夫 菊 酯 不 同 抗 性 成 虫 Adults with different lambda-cyhalothrin resistance; C; Af [E] ya JE Ath 388 Jy, E 














Adults exposed to different temperatures; D; 不 同性 别 成 虫 Adults of different sexes; E: 不 同 杀 上 





E 剂 处 理 成 


R Adults exposed to different insecticides; 


F: 不 同龄 期 Different developmental stages. 排名 较 低 则 表达 稳定 性 较 高 。Lower ranking value indicates more stable expression. 
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同 温度 处 理 下 ,内 参 基 因 表 达 稳 定性 的 排序 为 :UBQ > 
ACT > B-tubulin > RPL32 > TAF > SDHA > GST > TATA- 
box > a-tubulin > EF( 图 2: C) ;不 同性 别 成 虫 组 排序 
为 :SDHA > GST > TAF > EF > RPL32 > B-tubulin > a- 
tubulin > UBQ » ACT > TATA-box( [E] 2: D) ;不 同 杀 虫 
剂 处 理 组 排序 为 :B-twbulin > TAF > RPL32 > ACT > 
GST > SDHA > EF > TATA-box > UBQ > a-tubulin ( 图 
2; E) ;不 同龄 期 组 排序 为 : TAF > GST > UBQ >g- 
tubulin > ACT > SDHA > RPI32 > EF > a-tubulin > 
TATA-box (E 2; F), 

2.6 各 组 最 优 内 参 基 因 组 合 的 确定 

由 图 3 可 以 看 出 ,在 牧草 育 晴 成 虫 不 同 组 织 


对 功夫 薄 酯 不 同 抗 性 成 虫 中 不 同性 别 成 虫 中 的 最 
佳 基因 组 合 数目 为 2 ,结合 RefFinder 综合 排序 的 结 
果 , 这 3 组 处 理 后 最 佳 内 参 基因 组 合 分 别 为 RPL32 + 
TAF, RPL32 + GST 和 SDHA + GST。 而 不 同 杀 虫 剂 
处 理 成 虫 中 不 同龄 期 以 及 不 同 温度 处 理 条 件 下 , 均 
H Vamsi >0.15, 则 说 明 在 该 条 件 下 ,同样 需要 多 种 
内 参 基因 组 合 使 用 ,以 便 更 好 地 分 析 目 标 基因 的 表 
达 。 在 不 同 温度 处 理 成 虫 中 不同 杀 虫 剂 处 理 成 忠 
中 和 不 同龄 期 组 ,牧草 育 晴 最 优 内 参 基 因 组 合 分 别 
为 : UBQ + ACT + B-tubulin , (8-tubulin + TAF + RPL32 
fl TAF + GST + UBQ( E 7) , 
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组 织 功夫 菊 酯 抗 性 温度 
Tissue Lambda-cyhalothrin Temperature 
resistance 














性 别 杀 虫 剂 处 理 3539] 
Sex Insecticide Developmental 
treatment stage 





不 同样 品 或 处 理 下 依次 增加 的 内 参 基 因数 目 


Numbers of reference genes in different samples or under different treatments 


图 3  geNorm 软件 计算 牧草 盲 晴 最 优 内 参 基因 组 合 


Fig. 3 The optimal combination of reference genes in Lygus pratensis calculated by geNorm 





R7 不 同样 品 或 处 理 下 牧草 盲 晴 最 优 内 参 基因 组 合 


Table 7 Optimal combination of reference genes in Lygus pratensis in different samples or 


under different treatments 






































组 别 DEUS 最 优 内 参 基因 组 合 表达 最 不 稳定 基因 

Croup Most stably expressed Optimal combination of Least stably expressed 
gene reference genes gene 

成 虫 组 织 Adult tissue RPL32 RPL32 + TAF ACT 

功夫 菊 酯 抗 性 Lambda-cyhalothrin resistance RPL32 RPL32 + GST a-tubulin 

温度 Temperature UBQ UBQ + ACT + B-tubulin EF 

性 别 Sex SDHA SDHA + GST TATA-box 

杀 虫 剂 处 理 Insecticide treatment B-tubulin B-tubulin + TAF + RPL32 a-tubulin 

龄 期 Developmental stage TAF TAF + GST + UBQ TATA-box 


3 讨论 





实时 获 光 定量 PCR 技术 具有 灵敏 性 高 特异 性 
强 ,快速 准确 等 特点 ,采用 相对 定量 的 方法 对 目标 基 


因 的 表达 量 进行 检测 ,已 成 为 基因 表达 分 析 中 的 标 
准 技术 ( Guan and Yang, 2008) 。 为 减少 试验 间 的 
误差 影响 ,选取 适当 的 内 参 基 因 能 够 有 效 提高 试验 
的 准确 性 及 可 靠 性 ( Bustin et al., 2005, 2009) 。 但 
不 同 试验 条 件 下 ,不 同 组 织 、 发 育 阶 段 . 部 位 样品 的 
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最 适 内 参 基 因 并 不 相同 。 目 前 国内 外 学 者 对 多 种 昆 
虫 都 进行 过 内 参 基 因 的 筛选 ( 杨 顺 义 等 ，2013 ; 
Morales et al., 2016; Tan et al., 2017; 李 晓 等 ， 
2018) ,结果 均 表 明 不 同 昆 虫 最 优 内 参 基 因 并 不 完 
全 相同 。 在 半 翅 目 昆 虫 研究 中 ,关于 内 参 基 因 表 达 
稳定 性 的 研究 也 有 很 多 报道 ,如 :Yang 55 (2014) 报 
道 了 温度 和 发 育 条 件 对 豌豆 蚜 Acyrthosiphon pisum 
持家 基因 的 表达 谱 , 筛选 出 3 条 表达 相对 稳定 的 持 
家 基因 ,并 建立 了 吾 豆 蚜 标 准 化 的 qPCR 研究 方法 ; 
随后 又 在 殉 豆 蚜 Aphis craccivora 上 做 了 内 参 基因 表 
达 及 稳定 性 筛选 的 研究 ( Yang et al., 2015), Sinha 
和 Smith (2014 ) 通过 研究 分 析 了 不 同 抗 虫 的 小 麦 品 
系 上 俄罗斯 麦 蚜 Diuraphis noxia 的 内 参 基 因 表 达 
d ,并 提出 了 编码 Actin 和 Ribosomal protein L27 4& 
白 的 持家 基因 可 做 内 参 基因 进行 基因 表达 相对 定量 
研究 的 校正 因子 。Maroniche 等 (2011 ) 对 被 感染 病 
毒 的 玉米 飞 乱 Delphacodes kuscheli 进行 了 内 参 基 因 
表达 的 研究 , 发 现 聚 泛 素 .18$ 和 ACT 基因 表达 相 
对 稳定 ,被 推荐 作为 内 参 校正 因子 ,但 另外 两 条 常 被 
作为 传统 内 参 基 因 的 Tubulin 和 EFIA 表达 稳定 性 
较 差 。Bansal 等 (2012 ) 经 过 实验 得 出 结论 :TATA 
结合 蛋白 (TATA-box binding protein, TBP)， 核糖 体 
蛋白 S9 (ribosomal protein S9，RPS9 ) 和 延伸 因子 
1A1 (elongation factor 1-alpha，FEFla) 基 因 分 别 在 大 
BE Aphis glycines 不 同 组 织 中 不同 抗 性 寄主 上 大 
豆 蚜 中 及 不 同 发 育 阶段 大 豆 蚜 中 表达 稳定 ,可 选 作 
校正 因子 。 还 有 报道 分 别 在 不 同 杀 虫 剂 处 理 下 
( Liang et al., 2014) , 不 同 光 周期 和 温度 处 理 下 (Li 
et al., 2013) ,以 及 被 病毒 感染 与 否 (Lv et al., 2018) 
FATE) EL Bemisia tabaci 上 筛选 了 稳定 表达 的 基因 ， 
并 建立 了 标准 的 荧光 定量 PCR 的 检测 方法 。 而 关 
于 半 却 目 育 晴 的 内 参 基 因 表 达 研 究 未 见报 道 ,因此 ， 
对 牧草 盲 晴 的 内 参 基 因 进 行 筛选 ,对 今后 开展 其 相 
关 基 因 表 达 的 研究 ,保证 表达 分 析 的 可 靠 性 有 重要 
的 意义 。 

本 研究 采用 了 BestKeeper， geNorm 和 
NormFinder 3 种 软件 分 析 方 法 对 牧草 盲 晴 的 10 条 
候选 内 参 基 因 进 行 了 分 析 , 从 结果 可 以 看 出 ,采用 不 
同 计算 方式 所 得 计算 的 结果 并 不 完全 一 致 ,其 中 
geNorm 与 NormFinder 所 筛选 的 最 优 内 参 基 因 较 为 
一 致 ,这 是 因为 geNorm 程序 通过 计算 出 每 个 内 参 基 
因 稳 定性 的 M 值 来 筛选 出 稳定 性 较 好 的 内 参 基 因 , 
而 NormFinder 的 计算 原理 与 geNorm 相似 ,但 是 在 
运算 过 程 中 NormFinder 是 对 每 一 个 独立 的 内 参 基 

























































































因 进 行 分 析 (Fu et al., 2013). mi BestKeeper 是 以 
获得 每 个 基因 之 间 产 生 配 对 的 相关 系数 标准 差 和 
变异 系数 来 共同 判断 , 且 一 次 最 多 评价 10 个 基因 
〈 陈 芳和 陆 永 路 ,2014) 。 同 时 我 们 也 发 现 ,不 同 处 
理 样品 之 间 的 最 优 内 参 基 因 存 在 显著 差异 ,并 且 ,不 
是 传统 意义 上 常用 的 内 参 基因 就 一 定 会 具有 稳定 的 
表达 效果 ,这 肯定 了 我 们 需要 在 开展 牧草 育 岸 基因 
表达 分 析 研 究 前 ,进行 不 同 处 理 内 参 基因 稳定 性 得 
选 的 必要 性 。 在 高 通 量 测序 技术 发 展 起 来 之 前 ， 
ACT 和 Tubulin 等 传统 持家 基因 经 常 被 作为 内 参 基 
因 和 相对 定量 的 校正 因子 使 用 (Tan et al., 2015; 7E 
晓 等 , 2018) ,但 是 大 量 的 实验 结果 表明 ,不同 的 研 
究 对 象 ,或 是 相同 的 研究 对 象 在 不 同 处 理 下 传统 意 
义 上 的 持家 基因 不 一 定 稳定 表达 。 如 ACT ÆA, JL 
乎 涉及 真 核 细胞 的 所 有 生理 过 程 ,如 细胞 分 裂 .染色 
体 运动 .细胞 器 运动 细胞 激化 . 胞 质 流 劲 等 ( 焦 建 
华 等 , 2007) ,在 牧草 育 暑 的 内 参 基因 筛选 结果 中 ， 
仅 在 不 同 温度 处 理 下 综合 分 析 后 表现 出 了 较 高 稳定 
性 。He 等 (2014) 发 现 ACT Æ W EIK KA 
Laodelphax striatellus 不 同龄 期 若虫 中 的 表达 稳定 性 
低 于 其 他 候选 内 参 基因 。Li 等 (2013 ) 研究 发 现在 
不 同 温度 、 光 周期 及 杀 虫 剂 处 理 下 的 烟 粉 剧 ACT 基 
因 的 表达 稳定 性 在 所 选 内 参 基因 中 都 相对 较 低 。 
Tubulin 基因 编码 的 微 管 蛋 白 参 与 许多 细胞 功能 , 包 
括 维持 细胞 形态 `. 细 胞 内 运输 、 和 鞭毛 和 纤毛 的 运动 、 
染色 体 运 动 和 细胞 分 裂 等 ( 攀 东 等 , 2008) 。 在 牧草 
盲 赌 不 同 温度 、 不 同 杀 虫 剂 处 理 下 ,B-tubulin 基因 的 
表达 稳定 性 相对 较 高 ( 表 6) ,而 a-tubulin 基因 在 所 
设 处 理 条 件 下 , 均 显 示 出 较 低 的 表达 稳定 性 。Lord 
等 (2010 ) 的 研究 发 现 ,被 真菌 侵 染 的 赤 拟 谷 次 
Tribolium castaneum ,其 Qa-tubulin 及 B-tubulin 基因 的 
表达 都 不 稳定 ;Li 等 (2013 ) 的 研究 发 现 ,在 几 种 生 
物 与 非 生物 因素 的 影响 下 ,ACT 和 y-tubulin. 的 表达 
稳定 性 都 相对 较 低 。 核 糖 体 蛋 白 参 与 蛋白 质 的 翻译 
和 合成 ,有 证 据 表 明 其 编码 基因 在 多 种 昆虫 中 能 
稳定 表达 。RPL32 基因 在 不 同 部 位 不 同 抗 性 牧草 
育 晴 中 表达 稳定 性 最 高 ,相似 的 结果 出 现在 很 多 蒜 
翅 目 昆虫 的 内 参 基 因 稳 定性 筛选 结果 中 (Shi et al., 
2013; 李 晓 等 , 2018) 。 但 是 在 不 同 温度 处 理 、 不 同 
杀 虫 剂 处 理 、 不同 性别 及 不 同龄 期 的 牧草 育 晴 中 ， 
RPL32 基因 的 表达 稳定 性 在 候选 基因 中 处 于 中 间 
位 置 。 

本 研究 通过 geNorm 软件 判断 配对 变异 数 可 以 
确定 内 参 基 因 的 最 佳 数目 ,由 于 不 同 杀 虫 剂 处 理 下 ， 
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Vsl>0.15 ,不 同龄 期 以 及 不 同 温度 处 理 下 ,Vs > 
0. 15 ,有 必要 再 引入 一 个 相对 稳定 表达 的 内 参 基因 
进行 实验 。 研 究 中 还 发 现 ,用 不 同方 法 对 10 条 候选 
内 参 基因 表达 计算 所 得 的 稳定 值 ,在 不 同 温度 处 理 
组 .不同 杀 虫 剂 处 理 组 及 不 同龄 期 组 中 ,稳定 值 相对 
较 大 ,这 说 明 这 3 种 处 理 对 内 参 基因 的 稳定 表达 影 
响 较 大 。 通 过 研究 结果 我 们 还 得 到 另 一 重要 结果 : 
对 于 不 同 条 件 下 基因 表达 的 准确 性 ,适当 引入 内 参 
基因 进行 校正 十 分 必要 ,但 过 多 内 参 基因 的 使 用 本 
身 就 会 引入 更 多 的 不 稳定 因素 ,使 正确 度 降 低 (Zhu 
et al., 2014) ,特别 是 在 加 入 第 4 个、 且 表 达 稳 定性 
在 不 断 下 降 的 内 参 基因 后 ,校正 的 精确 度 下 降 , 所 以 
提出 最 佳 内 参 基因 组 合 的 基因 个 数 不 应 超过 3(Fu 
et al., 2013) 。 所 以 ,不 同性 别 不 同 杀 虫 剂 处 理 、 不 同 
龄 期 的 牧草 盲 晴 最 优 内 参 基 因 组 合 分 别 为 SDHA + 
GST + TAF , B-iubulin + TAF + RPL32 和 TAF + GST + 
VB0O。 在 实际 筛选 最 优 内 参 基 因 组 合 时 ,我 们 通常 
以 最 多 使 用 3 条 稳定 表达 的 内 参 基因 作为 组 合 进行 
荧光 定量 的 校正 。 结 合 RefFinder 对 使 用 不 同 分 析 
方法 预测 的 每 条 内 参 基因 的 表达 稳定 性 进行 综合 排 
序 ,最 终 确定 内 参 基 因 的 最 优选 择 ,避免 了 单个 软件 
分 析 的 片面 性 ,使 筛选 结果 更 加 可 靠 ( 郑 永 钦 等 ， 
2019 ) 。 

本 研究 希望 通过 对 牧草 盲 晴 内 参 基 因 的 筛选 ， 
为 日 后 应 用 qPCR 技术 广泛 开展 该 虫 的 基因 表达 及 
功能 分 析 研 究竟 定 了 理论 基础 ,并 为 合理 选择 牧草 
育 暑 的 内 参 基因 提供 借鉴 。 
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